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ABSTRACT 
A major obstacle in constructing a DNA-PKcs gene expression system using conventional 
vectors is the high expression levels of this gene which results in a decrease in cel 
proliferation and eventual cel death. One solution to this problem is the use of a Human 
Artificial Chromosome (HAC) vector. HACs have several advantages over conventional vec-
tors such as: maintenance of a constant copy number in a host cel due to their stability， 
and the ability to accommodate multiple gene regulation elements or a huge genome， since 
there are no or less size limitations for the DNA to be introduced into them. Katoh et al. 
constructed a novel HAC called d.qHAC， generated by deletion of a distal portion of the 
long arm of human chromosome 21 and insertion of a lox P sequence for gene cloning. In 
this present study， 1 attempted to construct a DNA-PKcs expression cassette housed in a 
d.qHAC vector wherein DNA-PKcs expression leve1s can be artificially controlled by 
varying doses of tetracycline. The components of this nove1 DNA-PKcs expression system 
include: a tetracycline-binding transactivator protein， rtT A (Tet-On) or tT A (Tet-Off)， a 
tetracycline-responsive element positioned next to a minimal human cytomega10virus 
promoter， and the cDNA of human DNA-PKcs gene downstream of these two elements. 
RT-PCR analysis of se1ected clones derived from a DNA-PKcs-deficient CHO cel line har-
boring the DNA-PKcs/ムqHACvector exhibited a proportional change in DNA-PKcs tran-
script 1evels in response to varying doses of doxycycline， a derivative of tetracycline. These 
results demonstrate that the combined use of d.qHAC and the tetracycline gene regulation 
system is an efficient artificia1 regulation system for・DNA-PKcsand will be useful for func-
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としてヒト人工染色体 (HumanArtificial Chroω 
mosome: HAC)が開発され2-9)，培養細胞に大き
なゲノムDNAを導入することができるようにな
















































































(homologous DNA recombination， HR)と相同
組換えによらない末端結合 (nonhomologous


















































あり， Tet-Off systemでは， Tcまたはその誘導
体であるドキシサイクリン (Dox)が存在すると































ターの制限酵素切断部位a)NotI -HindIIl， b) 
























Neo PCMV cDNA P凹 V (r)tTA loxP 
第2世代 FF4ヰ r 一Neo intron cDNA Fα，{v (r)tTA loxP 
insulator 
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Neo intron cDNA CAG tTA loxP 
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(F: 5' -CGAGGTGACTCTCGGTTTGC， R: 5'-
TTTCGCAAGCAGGCATTTG)および長腕上
のプライマ-PRED65(F: 5' -GCCTGGCATC-































































シンセシスシステム (SuperScriptFirst Strand 

































は， 700 C， 70%ホルムアミド/2x SSCi溶液に
て変性した.ハイブリダイゼーション溶液 (4x 
















































































































































となる.VHDPNは， rtT A (Tet-on)を発現しており， Doxを加えた場合転写活性が上昇すると考え られた.






V3H3細胞で， CHO細胞由来の20本の染色体(青)と， d.qHAC (ヒト染色体特異的プロー
プcot-1によって赤く襟識される)が他の染色体に挿入されることなく保持されていた.
け保持することを確認した(図6).
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上昇7件(0.51%)、 AST(GOT)上昇5件 (0.36%)、Aト P上昇4
件 (0.29%)、LDH上昇 3件 (0.22%)、局所熱感2件 (0.15%)、発









投与関節 感奇書(3:.に投与後の j盛様、関節腐闘のしび一巡性の終泌)、熱感 れ感、関節液貯潟






























































AL T (GPT)上昇 1.5%( 1 8/1.181 例)、好E霊法 i~雪多 0.8%
(9パ。114例)、総ビリルヒン上界0.5%(6パ .1331jlJ)であった。
重大な副作用
(1)ショック (01%未満)
鋭祭を十分に行い、呼吸罰灘、血j王低下、主事麻疹等の症状があ
らわれた場合には、投与を中止し、適切な処績を行うこと。
(日)鐙後(0.1%未満)
異常が認められた場合には、投与を中止し、適切な処~を行う
こと。
(3)肝機能障害、資疲(頻度不明)
AST(GOT)、ALT(GPT)、y-GTP、LDH、A/-Pの上雰等の
肝機能際主宰(初期主主状全努倦怠感、食欲不様、発然、日随気等)、
言電話室があらわれることがあるので、観察を十分に行い、巽常が
認められた場合には投与を中止し、適切主主処霞を行うこと。
・その他の詳細につきましては製品添付文書を
ご覧ください。
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